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Basehreibung 

Die Erfindung belriffi ein neues "Mini-Proinsulin". bei dem die unverkOizle B-Kette nur Qber elnen 
Argininrest an die A-Kette gebunden ist. Aus diesem Mini-Proinsulin ist Humaninsuiin ohne aufwendige 
chemische Umselzung zuginglich. ^noix 
iWfni-Proinsuline mit einer verkQrrten C-Kfltle sind beicannt So haben R. Wetzel et al.. Gene 16 (1981). 
63 - 71 ein Proinsulin mit einer auf sechs AminosSuren verkUrzlen C-Kette beschneben. Aus der 
europSischen Paientanmeldung mH der Publiltalionsnummer (EP-A) 0 055 945 sind enlsprechende Proinsu- 
line bekannt deren C-Kette bis auf zwei Aminosauren verltUrzt ist. 

Aus der EP-A 0 163 529 sind InsuUnvortauter mit einer verkQrzten B-Kett» bekannt. bei denen die C- 
Kette entweder ganz entSIK oder aber - Ws auf eine AminosSuie - verlrfim isl. Diese VorproduldB werden 
durch trypsinkatalysierte Transpeptidierung mit einem a-Threoninester in rerfes Humaninsuiin QberfUhrt. 
DemgegenUber betriffi die Erfindung das Human-Des-<32-65)-Proinsulin Oder IWini-Proinsulin der Formal 

1 

B(1-30)-Arg-A(1-21) (I). 

in der B(1-30) und A(1-21) die B- bzw. A-Ketle des Humaninsullns bedeuten. Diese VerMndung dient nictrt 
nur als ZwischenprodukI zur Herstellung von Human-lnsulln-Arg«^-OH, im folgenden -Mono-Arg-lnsulin- 
20 genannt. das aus den europaischen Patentschriflan (EP-B) 0 132 769 und 0 132 770 bekannt ist. sowie von 
Humaninsuiin, sondem sie zeigt auch seibst eine goiwisse Insulinaktiviet 

Die Erfindung betriffi deshalb auch die VerWndung der Formel I zur Verwendung als Heilmitlei. 
insbesondere zur Behandlung des Diabetes mellilus. und weiterhin Arzneimitlel. enltiallend die Verbindung 
der Formel I. sowie Arzneimitlel aus einem phannakotogisch unbedenWfchen TrSger und der Verbindung 

* ^ Wetertiin betrifft die Erfindung die Verwendung der Verbindung der Fomiel I zur Herstellung des Mono- 
Ai9-lnsulins der Formel II 
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in der A(1-21) und B(1-30) die vorstehend genannten Bedeutungen haben und die -S-S-BrQcken wio Im 
Insulin angeonlnet sind. und von Humaninsuiin. durch enzymalische Spallung. Besonders vorteilhalt ist die 

« unmittelbare OberfUhnjng der Verbindung der Fbmiel I in Insulin in einer "Eintopfreaktion-. ^ ^ 
Die Erfindung betriffi weiterhin etn Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Fbrmel I. das daduich 
oekennzetohnet ist. dafl man eine fQr diese Verbindung codierende Genstruklur in einer Wirlszelle. 
vorzugsweise in einem Baklerium wie E. coU oder in einer Hefe, insbesondere Saocharomyces cerevisee, 
exprimiert und. wenn die Genstrukhir flir ein Fustonsprotein codiert. die Verbindung der Formel I aus 

« di^em Fusionsproiein lieisetzt. Die Ertindung beirifft auBerdem DNA-Sequenzen. die IQr die Verbindung 
der Formel I codieren. Genslrukluren oder Plasmide. die diese DHA enthallen. Sowie Wirtszelten. insbeson- 
dere Baklerien wie E. coli- oder Hefezellen. vor allem Helen der Art Saccharomyces cerevisiae. die seiche 
GenstniMuren oder Plasmide enthallen. Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf Fusionsproteine. die eine 
Verbindung der FOrmel I enthallen. vorzugsweise Fusionsproteine. in denen die Verbindung der Formel I 

GO Ober das BrOckengUed 

- Mel - Be - Glu - Gly - Arg - 

an den "Ballastanteil' des Fusionsproteins gebunden ist 
55 Weitere bevorzugte AusgeslaHungen der Erfindung werden im folgenden nSher ertSuteit. 

Die Figuren dienen zur ErlSutening der Beispiele. wobei Fig. 1 (und deren Forlselzung in Fig. la und 
lb) die Kbnstmktion der E. coli-Expressionsvektoren pIKIO und pSW3 und Fig. 2 (und deren Fortselzung m 
Fig 2a und 2b) die des Hefe-Expresstonsveklors pafB102 bzw. pBfB104 zeigt Diese Vektoren codieren fUr 
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Mini-Projnsulin. 

Es wurde gefunden, daB das Mini-Proinsulin die korrekte FaHung aufweiat so daB nach Spaltung mit 
Trypsin fast quantitativ Mono-Arg-lnsulin entsteht Es ergibt sich also ein Qbenaschend einfaches Verfahren 
zur Herstellung von Mono-Arg-lnsulin. Aus diesem kann in an sich bekannter Weise Humaninsulin herge- 

s stent werden. Weiterhin dient Mono-Arg-lnsulin als Wirkstoff in Arzneimrtteln (EP-B 0 132 769). 

In der EP-A 0 229 998 wurde der Expressionsvektor pK50 beschrieben. Mini-Proinsulin kann in Form 
eines Fusionsproteins entsprechend dieser Konstruktion in einem Bakterium wie E. coli hergestelH werden. 

Das schwerlosliche Fusionsprotein kann durch Waschen mit neutralen Puffertosungen angereichert 
werden. Durch Halogencyanspaltung (E. Gross und B. Wittkop. J. Am. Chem. Soc. 82 (1981) 1510 - 1517) 

10 wird das Mini-Proinsutin freigesetzt. Dieses liegt noch nteht in der biologisch aktiven Form vor, sondem 
besteht aus einer uneinheitlichen Mischung mit versctiiedenen inter- und intramolekularen DisulfidbrUcken. 
eventuell auch mit anderen Proteinfragmenten. Als chemisch einheitliches, relativ stabiles Derivat stellt man 
die S-Sulfonat-Form des MolekQIs her (P. G. Katsoyannis et al.. Biochemistry 6 (1987) 2635 - 2641). Dieses 
Derivat lafit sich sehr gut durch lonenaustausch-Chromatographie reinlgen und ist ein bewahrtes Ausgangs- 

15 material IQr die Faltung in die native Raumstruktur unter Ausbildung der konrekten DisulfidbrUcken (Y. C. Du 
et al.. Sci. Sin. 15 (1965) 229 - 236; H. P. Gattner et al.. Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 362 (1981) 1943- 
1049; B. H. Frank et al. in: "Peptides: Synthesis-Structure-Function **, D. H. Rich und E. Gross, Hrsg., (1981) 
1043 - 1049). Der Erfolg dieser Faltung wird durch HPLG-Analyse der nach Spaltung mit S. aureus-Protease 
V8 entstehenden Fragmente abgesichert (U. Grau, Diabetes 34 (1985) 1 174 - 1180). 

20 Die Freisetzung von Mono-Arg-lnsuiin bzw. Insulin durch Einwirkung von Trypsin bzw. Carboxypeptkla- 
se B bzw. durch gleichwirkende Enzyme (W. Kemmler et al., J. Biol. Chem. 246 (1971) 2780 - 2795) 
verlMuft ausgesprochen unkompliziert, denn es erweist ich sich hier als besonders vorteilhaft. daB die Zahl 
moglicher Spaltsteilen gegenQt)er dem normalen Proinsulin reduziert ist. Dadurch ist die Spaltung erheblich 
einfacher (im IHinbltek auf die Bildung von Nebenprodukten wie bei der Herstellung von Des-B30-insulin 

25 Oder Desocta-B23-B30-lnsulin) zu steuem. Sowohl Mono-Arg-lnsulin als auch Insulin lessen sich in betemn- 
ter Weise durch lonenaustausch-Chromatographie in hochreiner Form isolieren. Die BiMung des Insulins 
und des Mono-Arg-Derivates, der Verlauf der Reinigung und die Qualitat des Endproduktes werden mit 
Ubiichen RP-HPLG-Verfahren (G. Seipke et al., Angew. Chem. 98 (1986) 530 - 548) UberprQft. 

Oberraschenderweise kommt es bei der Spaltung von Minl-Proinsulin im Gegensatz zu natQrItohem 

30 Proinsulin kaum zur Bildung von In8ulin-Des-B30. Da sich letzteres nur sehr schwer von Insulin trennen laSt, 
wird bei der Insulingewinnung aus natOrltohem Proinsulin die "Zweitopfreaktion" bevorzugt, d. h. die 
Hauptprodukte der tryptischen Spaltung, Insulin-Arg^^-Arg^^ und Mono-Arg-lnsulin, werden zunachst Qber 
ionenaustauscher in bekannter Weise von lnsulin-Des-B30 getrennt und anschliefiend mittels Carboxypepti- 
dase B zu Humaninsulin gespaiten (EP-B 0 195 691). Dagegen 1381 sich das Mini-Proinsulin in Idealer 

35 Weise in einer ^'Bntopfreaktion*' unter gleichzeitiger Verwendung von Trypsin und Carboxypeptidase B bzw. 
mittels gleichwirkender Enzyme zu Humaninsulin umwandeln. 

Die Expression der Verbindung der Formel 1 in Hefe mit anschlieSender Sekretion ist besonders 
vorteilhaft, da das korrekt gefaltete Proinsulinderivat direkt zu isolieren isL Als Wiitssysteme wfihit man 
Hefen, wie sie belspielsweise in der EP-A 0 248 227 aufgefUhrt sind, so z. B. Pichia pastoris. Hansenula 

40 pdymorphis. Schizosaccharomyces pombe Oder bevorzugt Saccharomyces cerevisiae. 

Vektoren fOr die Expression in Hefen sind in groBer Zahl bekannt. Die Herstellung des erfindungsgema- 
Ben Insulinderivats wird im folgenden anhand des Hefe-o-Faktorsystems beschrieben. was jedoch nur als 
beispielhaft zu verstehen Ist, da in an sk:h bekannter Weise auch andere Expressionssysteme eingesetzt 
werden kOnnen. 

46 Die Struktur des Hefe-Pheromongens MFa ist bel^nt aus der Publikatk>n Kurjan und Herskovitz. Cell 
30 (1982) 933 - 943, wo auch die Moglichkeit der Expression anderer Gene und die Sekretion der 
Genprodukte diskutiert wird. DiesbezOglich kann auch auf Brake et al., Proc. Natl. Acad. Sd. USA 81 
(1984), 4642 - 4648, verwiesen werden. 

AHemaliv kann ein Hefe-"Killert(»dn'*-System verwendet werden, Oder die Sekretion Qber das System 
50 der sauren Phosphatase Oder der Invertase ausgenutzt werden. 

Als Hefevektoren werden vorteilhaft sogenannte "shuttle^-Vektoren verwendet, die einen bakteriellen 
Plasmid- und einen Hefeplasmid-Replikationsursprung sowie ein Gen oder Gene zur Selektion in beiden 
Wirtssystemen aufweisen. F^ner enthaKen solche Vektoren die zur Expression fremder Gene notwendigen 
Promotorsequenzen und gegebenenfalls zur Verbesserung der Ausbeute eine Tenminatorsequenz, so dafi 
55 das heterotoge Gen - zweckmaBig fusioniert an sekretorische Signale - zwischen Promotor und Terminator 
angeordnet ist. Solche Vektoren sind belspielsweise in der US-A 4 766 073 beschrieben. 

Der genetische Code ist bekanntiich "entartet", d. h. daB nur fUr zwei Aminosauren eine einzige 
NuMeotidsequenz codiert, wMhrend den restiichen 18 codierbaren AminosMuren 2nvei bis sechs Tripletts 
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zuzuordnen sind. FQr die Synthese des Gens fUr das MinhProinsulin steht somit eine grofie Vie^ von 
Codon-Kombinationen zur Auswahl. Es wurde nun gefunden, dafi die fUr Mini-Proinsuiin codierende DNA- 
Sequenz I (die im Anhang in Fonnri der beiden Genfragmente IK I (Tabelle 1) und IK II (Tabelle 2) 
wledergegeben Ist) besonders vorteilhaR ist, da sie auf den Codongebrauch sowohl von Hefe als auch von 
5 E. coll optimlert ist 

Am 5'-Ende des codierenden Stranges der DNA-Sequenz I befindet sich eine "uberhangende" DNA- 
Sequenz, entsprechend der Restriktionsendonuklease KpnI. Am 3-Ende des codierenden Stranges ist 
dagegen die einzelstrSngige Sequenz entsprechend dem Restriktionsenzym Hindlll UberhSngend. Diese 
beiden unterschiedlichen Erkennungssequenzen gewShrlelsten die Insertion der DNA^Sequenz 1 in Plasmide 

10 in der gewUnschten Orientierung. Der codierenden Sequenz folgen auf das Triplett Nr. 65 IQr Asparagin 
zwei Translations-Terminationscodons (Stop-Godons). Eine interne singuiare Schnittstelle fQr das Restrik- 
tionsenzym Psti (Codon 41/42) ermoglicht die Subklonierung zweier Genfragmenie, die in gut unterauchle 
Plasmide wie pUG18 Oder Derivate dieser Plasmide eingebaut werden kSnnen. 

Zusatzlich wurden inneriialb des Strulcturgens eine Reihe von weiteren singuiSren Erkennungssequen- 

16 zen fQr Restriktionsenzyme eingebaut, die einerseits einen Zugang zu Teilsequenzen des Proinsulins 
schaffen und andererseits die DurcMQhrung von Mutationen eriauben: 



Restriktkmsenzym 


Schnitt nach Nukleottd Nr. 




(codlerender Strang) 


AocI 


201 


Drain 


46 


FnuDII 


107 


Hgal 


105 


Hindlll 


213 


Hinfl 


17 


Hpal 


22 


HphI 


76 


Mael 


155 


Maelll 


191 


Mboll 


89 


Mlul 


106 


Ncol 


207 


NIalll 


208 


Pvull 


175 


Sail 


201 


Spel 


154 


Styl 


207 


TaqI 


202 



Die DNA-Sequenz I wurde In wesentitehen Punkten von der nalQrlk:hen Sequenz abgeHndert Oadurch 
war die BnfQhrung der zahlretehen slnguiaren Schnlttstellen fUr Restriktionsenzyme mOglich. 

Die DNA-Sequenz I \M\ sich aus Insgesamt 6 Oligonukleotlden mit elner KetteniSnge von 47 bis 96 
Nukleotideinhelten aufl>3uen. Dabel verfShrt man wie nachfolgend beschrieben. 

Das Qenfragment IK I (Tabelle 1) l9Bt sich aus 4 Oligonukleotklen mit elner l^ttenlMnge von 47 bis 74 
Qnheiten aufbauen, Indem dIese zunSchst chemisch synthetislert und dann Qber "sticky ends" von 3 
Nukleotlden enzymatlsch verknOfl werden. Die sticky ends entsprechen denen des Restriktbnsenzyms 
Drain, was fur spdtere Modlfikationen von Vorteil ist. 

Das Qenfragment IK II (VsteWe 2) ist aus zwel chemisch synthetisierten Oligonukleotlden mit einer 
Unge von 88 und 96 NuMeotkJeinheiten zu erhalten. 



Beisplel 1 



a) Chemische Synthase eines einzelstrdnglgen Oligonukleotids 

Am Belspiel des Oligonukleotids Nr. 4 (Tabelle 1) wird die Synthese der DNA-Baustelne erifiutert. FUr 
die Festphasensynthese wird das am d'-Ende stehende NukleoskI, im vorliegenden Falle also Adenin 
(NuMeotid Nr. 125), uber die 3r-Hydroxyfunktion loivalent an einen Trdger gebunden verwendet. TrUgenma- 
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terial ist mit langkettigen Aminoalkylresten funktionalisierted CPG ("Controlled Pore Glass"). 

In den folgenden Syntheseschritten wird die Basenkomponente als 5'-0-DinnethoxytritylniJCleosid-3'- 
pho3phorigsMure-/}-cyanoethylester-dialkylamid eingesetzt, wobei das Adenin als ISP-Benzoyl-Verbindung, 
das Cytosin als N^-Benzoyi-Verbindung, das Guanin als N^-lsobutyryl-Verbindung und das Thymin ohne 
5 Schutzgruppe vorliegen. 

25 mg des polymeren Tragers, der 0,2 umol 5'-0-Dinfiethoxytrityl-r4*-Benzoyl-Z-de80xyadenosin ge- 
bunden enthaK, werden nacheinander mit folgenden Agentien behandelt: 

A) AcetonHril 

B) 3 % TrichloressigsSure in Dichlonnethan 
70 C) AcetonHril 

D) 5 umol des entsprechenden Nukleosld-3'-0-phosphit8 und 25 umol Tetrazol in 0,15 ml wasserfreiem 
Acetonitril 

E) Acetonitril 

F) 20 % Acetantiydrid in Tetrahydrofuran mit 40 % Lutidin und 10 % DimethylaminopyrMin 
IS G) Acetonitril 

H) 3 % Jod in Lutidin/Wasser^'etrahydrafuran im VolumenverhSltnis 5:4:1 
Unter "Phosphit" wird liierbei der 2'-Desoxyribose-3-mono-phosphorlgsaure-mono-^-cyanoethylester ver- 
standen, wobei die drrtte Valenz durch einen Diisopropylaminorest abgesMttigt ist. Die Ausbeuten der 
einzelnen Syntheseschritte konnen jeweils nach der Detritylierungsreaktion B) spektrophotometrisch durch 
20 Messung der Absorption des Dimethoxytritylkations bei der Wellenlange von 496 nm bestimmt werden. 

Nach abgeschlossener Synthese erfolgt die Abspaltung der Dimethoxytritylgruppe wie in A) bis C) 
beschrieben. Durch die Behandlung nnit Amnwniak wird das Oligonukleotid vom Trager gespatten und 
zugleich werden die ^-Cyanoethylgruppen eliminiert. Eine 16-stUndige Behandlung der Oligomeren mit 
konzentriertem Ammoniak bei 50 *C spaKet die Aminoschutzgruppen der Basen quantitativ ab. Das so 
25 erhaltene RohprodukI wird durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese gereinigt 

In analoger Weise werden auch die OligonuMeotkte 1 - 3 (Tabeiie 1), 5 und 6 CTabelle 2) hergestelH. 

b) Enzymatische VerknOpfung der einzelstrangigen Oligonukleotide 

30 Zur enzymatischen Phosphorylierung der Oligonukleotide am 5'*Terminus werden je 1 umol der 
Oligonukleotkle 1 und 4 mit 5 umol Adenosintriphosphat m'rt vier EInheiten T4 Polynukleotid-Kinase in 20 ul 
50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,6), 10 mM IWagnesiumchtorld und 10 mM Dithkrthreitol (DTT) 30 Minuten bei 
37 *C behandelt Das Enzym wird durch fUnfminOtiges Erhitzen auf 95 *C desaktivtert. Die Oligonukleotkle 2 
und 3, welche die "QberhSngenden" einzelstrSngigen Sequenzen biklen, werden nicht phosphorylierL Dies 

3S verhindert bei der nachfolgenden Ligation die Ausbildung grofierer Genfragmente. 

Die Oligonukleotide 1 bis 4 werden wie folgt ligiert: Je 1 umol der Oligonukleotide 1 und 2 bzw. 3 und 4 
werden paarweise hybridisiert. indem diese in jeweils 20 ul 50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,6), 10 mM 
Magnesiumchlorkl und 10 mM DTT geldst werden, diese L5sung 5 Minuten auf 95* C erhitzt und binnen 2 
Stunden auf Raumtemperatur abgekUhK wird. Dabei werden die Oligonukleotide 1 und 4 in F6rm ihrer 5'- 

40 Phosphate eingesetzt. Zur weiteren VerknUpfung der gebiMeten bihelikalen DNA-Fragmente werden die 
Losungen derselben vereinigt. 15 Minuten auf 60* C erwarmt und auf Raumtemperatur abgekUhlt. Dann 
setzt man 2 ul 0,1 M DTT, 16 ul 2.5 mM Adenosintriphosphat (pH 7) sowie 1 ul T4 DNA-Ligase (400 units) 
zu und inkubiert 16 Stunden bei 22*0. 

Die Reinigung der so erhaHenen Genfragmente (Tabellen 1 und 2) erfolgt durch Gelelektrophorese auf 

45 einem 10 %igen Poiyacrylamklgel (ohne Hamstoffzusatz. 40 x 20 x 0,1 cm), wobei als Markersubsianz 
0X174 DNA (Fa. BRL), geschnitten mit Hinfl, Oder pBR322, geschnitten mit liaelll, dient. 

Belsplal 2 

50 a)Kk>nierung der synthetisierten DNA-Fragmente 

Das handelsQbliche Plasmid pllC19 wird mit den Restriktionsenzymen Kpnl und PstI geoffnet und das 
groBe Fragment (1) Uber ein 0,8 %iges "Seaplaque'-Qel abgetrennt Dieses Fragment wird mit der 
synthetischen DNA (2) gemMB Tabelle 1 mit T4 DNA-Ligase umgesetzt und das Ligationsgemisch mit 
55 kompetenten E. coli ^/02-Zellen inkubiert. Das Transformationsgemisch wird auf IPTG/XgahPlatten. die 20 
mgyi Ampteillin enthalten, ausplattiert. Aus den weifien Kolonien wird die Plasmid-DNA isoliert und durch 
Restriktions- und DNA-Sequenzanaiyse charakterisierL Die gewQnschten Plasmide erhatten die Bezeich- 
nung pIKI. 
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Enlsprechend wird die DNA (5) nach Tabelle 2 in pUC19 ligiert, das mit PsU und Hindlll geoffnot wurde 
(4). Man erhgit das Plasmid plK2 (6). 

b) Konstniktion des Mini-Protnsulin-Gens 

5 

Alls den Plasmiden plK1 (3) und plK2 (6) werden die DNA-Sequenzen (2) und (5) gemaB Tabelle 1 und 
2 reisoliert und mit pUC19 ligiert, das mit Kpnl und Hindlll geoffnet wurde (7). Man erhalt so das Plasmid 
plK3 (8), das fUr eine modifizierte Humaninsulinsequenz codiert 

Das Plasmid plK3 (8) wird mrt Mlul und Spel geSffnet und das groBe Fragment (9) IsoiierL Dieses wird 
10 mH der DNA-Sequenz (10) 



16 



20 



40 



45 



B30 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 

(Thr)(Arg) Gly He Val Glu Gin Cys Cys (Thr)(Ser) (10) 

5' CG CGT GGT ATC GTT GAA CAA TGT TGT A 3' 

3' A CCA TAG CAA CH GH ACA ACA TGA TC 5' 

(Mlul) (Spel) 



ligiert, die das letzte Codon der B-Kette (B30) urn ein Arginin-Codon ergSnzt und die herausgeschnitlenen 
Codons fUr die ersten 7 AminosSuren der A-Ket!e ersetzt und die Codons NQr die AminosMuren 8 und 9 
dieser Kette ergSnzt. 

25 Man erhSIt so das Plasmid plK4 (11). das fOr das erfindungsgemaBe Human-Mini-Proinsulin codiert. 
c) Expressionsvektoren fQr Mini-Proinsulin 
pIKI: 

30 

Das aus der EP-A 0 229 998 bekannte Plasmid pK50 (12) (dort Beispiel 3; Figur 3 (33)) wird mit EcoRI 
und Hindlll gespalten. Beide Fragmente (13) und (14) werden isoliert. Das kleine Fragment (14) mft der IL-2- 
Teilsequenz wird mH Mlul nachgespalten und die IL-2-Tellsequenz (15) isoliert 

Das Plasmid plK4 (11) wird mit EcoRI und Hpal gespalten und das groBe Fragment (18) isoliert. Dieses 
35 wird nun mft der IL-'2-Teilsequenz (15) und der synthetischen DNA (17) 



5 ' CG CGT 
3- A 
(Mlul) 













b1 


b2 




Net 


He 


ClU 


Gly 


Arg 


Phe 


Val 




ATG 


ATT 


GAG 


GGC 


CGT 


TTC 


GTT 


3' (17) 


TAG 


TAA 


CTC 


CCG 


GCA 


AAG 


CAA 
(Hpal) 


5' 



ligiert. wobei man das Plasmid plK8 (18) emaH. Dieses codiert fOr ein Fusionsprolein, in dem auf die ersten 
38 Aminosauren des IL-2 ein BrOckenglied Mot-IIe-Glu-Gly-Arg und hierauf die AminosSuresequenz des 
Mini-Proinsulin folgen. 

50 Aus dem Plasmid plK8 (18) wird das EcoRI-Hlndlll-Fragment (19) herausgeschnitten, das fUr das 
genannle Fusionsprolein codierL Dieses Fragment wird mit dem groSen Fragment (13) ligiert, das bei der 
Spaltung von pKSO erhalten wurde. Man erhSH so den Expresslonsvektor pIKIO (20), der fUr das vorstehend 
charakterisierte Fusionsprotein codiert. 



55 pSW3: 



Entfemt man aus dem Veklor pIKIO (20) das Ndel-BstEII-Segment. das die "bom site" einschlieBt, so 
erhSit man einen Vektor, der in hSherer Kopienzahl in der Zelle vorliegt und - wegen der fehlenden "bom 
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site" durch konjugative Plasmide nicht mehr mobilisierbar ist. 

Hierzu wird der Vektor pIKIO (20) mit BstEII und Ndel geschnitten. die DNA mK Ethanol gefSllt in DNA- 
Polymerasfr-Puffer aberfUhrt und einer Klenow-Polymerasereaktion umerworfen. Die so entstandenen 
stumpfendigen DNA-Fragmente werden gefelektrophoretisch aufgetrennt und das groSere Fragment (21) 
5 isoliert. Durch Ltgierung erhart man den VelctDr pSV\^ (22). Nach Transfcmnation von kompetenten E. coth 
Mc1061-Z6llen und Amplifikation wird das Plasmid pSW3 (22) isoliert und charalcterisiert. 

Beispiel 3: Expression in dem Stamm E. coli V\^110 

10 One UtramachtkuHtur aus E. coll-Zeilen. die das Plasmid plK10 (20) Oder pSW3 (22) enthalten, wird mit 
LB-Medium (J. H. Miller, Experiments in Molecular Genetics, Gold Spring Harbor Laboratory. 1972), das 50 
Lig/ml Ampicillin enthalt, im Vertialtnis von etwa 1:100 verdUnnt und das Wachstum Uber OD-Messung 
verfolgt. Bei OD = 0,5 wird die Kuttur auf 1 mM IPTG eingestellt und die Bakterien nach 150 bis 180 
Minuten abzentrifugiert. Die Bakterien werden 5 Minuten in einer Puffermlschung (7 M Harnstoff, 0,1 % 

15 SDS, 0.1 M Natriumphosphatp pH 7,0) gekocht und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte aufgetra- 
gen. Nach gelelektrophoretischer Analyse wird im Bereich von ca. 10 1^ eine zus^tdiche Bands beobach- 
tet. die dem erwarteten Fusionsprotein entspricht. Diese Bande reagiert im "Western Blot"-Experiment mit 
gegen Insulin gerichteten Antikdrpem. 

Schliefit man die Zeilen unter Druck auf und zentrifugiert anschlieOend den AufschluB ab, so wird das 

20 Fusionsprotein im Sediment neben anderen unloslichen Zellbestandteilen gefunden. 

Die angegebenen Induktionsbedingungen gehen fOr SchUttelkulturen; bei gr&Beren Fermentationen ist 
die Wahl andeiBr Medien und Bedingungen. z. B. zur Erzielung verSnderter O.D.-Werte, zweckmfiBlg. 

Beispiel 4: 

25 

a) Herstellung von Mono-Arg-lnsulln 

40 g des durch Zentrifugation und Waschen mit Phosphatpuffer (pH 7) bzw. Wasser angereicherten 
Fuslonsproteins (Trockensubstanzgehalt ca. 25 %) werden in 75 ml 98 - 100 %iger PhosphorsSure gel5st 

30 und mit 5 g BrCN versetzt. Nach 6-stUndiger Reaktkm bei Haumtemperatur wird das Gemisch mit 2 I 
Wasser versetzt und gefriergetrocknet 

Das Fragmentgemisch (10 g) wird in 1 I Puffertosung (8 M Hamstoff, 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)) gelost, 
auf 30*0 erwMrmt und mit 10 g Natriumsu^Tit und 2.5 g Natriumtetrathionat versetzt. Nach 90 Minuten bei 
30 *C gibt man 3 1 kaltes Wasser zu und stellt den pH-Wert auf 7,0 ein. Die entstehende Flockung wird 

3S abzentrifugiert Das Hexa-S-Sulfonat des Mini-Proinsulins wird aus dem Ut)er8tand durch pH-Elnstellung auf 
3,5 ausgelallt. Nach IS Stunden Inkubation bei +4'C wird zentrifugiert Der Niederschlag wird mit 200 ml 
Wasser gewaschen und gefriergetrocknet. Man ertialt 4.8 g eines Substanzgemisches, in dem durch RP- 
HPLC ein Mini-Proinsulinanteil von 900 mg bestimmt wird. Die Anreicherung des S-Sulfonats ertolgt in 2 
Stufen: 

40 1. Antonenaustausch-Chromatographie Uber eine 5 x 60 cm-Saule mit ®FraclDgel TSK DEAE-650 M in 3 
M Hamstoff; 0,05 M Tris-HCI (pH 8,3). Die Elution wird mit einem Gradienten von 0,05 - 0.5 M NaCi (je 6 
I) vorgenommen. Nach Analyse des Quats durch isoelektrische Fokussierung fallt man das Produkt aus 
den vereinigten Fraktionen durch VerdOnnung auf 1 M Hamstoff und pH-Einstellung auf 3^ aus. 
2. Entfemung von hoch- und niedemnolekularen Verunreinigungen durch Gelfiltration Uber oSephacryl 
45 S200 in 3 M Hamstoff; 0,05 M Tris-HCI; 0,05 M NaCI (pH 8,3). Analyse der Fraktionen und Isolierung des 
Produktes werden wie im vorhergehenden Schritt durchgefOhrt Das Prazipitat wird mit 20 ml Wasser 
gewaschen und gefriergetrocknet. Man erhalt 1,10 g des auf 69 % Reinheit angereicherten Produkts. 
Zur Faltung und DisulfidbrUckenbildung wird das S-Sulfonat in 50 ml 8 M Harnstoff; 0.02 M Tris-HCI bei 
pH 8,6 gel5st. Nach Zusatz einiger Tropfen Octanol wird 15 Minuten lang nachgereinigter Stickstoff 
60 eingeleitet. Durch Zugabe von 1,1 ml (16 mMol) 2-Mercaptoethanol erfolgt innerhalb 1 Stunde bei 
Haumtemperatur die vollstandige Reduktion. Die Losung wird auf eine ®Sephadex G25-Saule (5 x 60 cm) 
aufgetragen und mit 0,05 M Glycin/NaOH (pH 10,6) eluiert. Die Proteinfraktion in 300 ml des Glydnpuffers 
wird nach Kontrolle und eventueller Korrektur des pH-Wertes (10,6) 2 Tage bei 4*0 aufbewahrt. Danach 
wird der pH-Wert auf 8fl eingestellt und die Lfisung mit 1 mg (3,5 U) Trypsin (Merck, mit L-1-p- 
55 Tosylamino-2-phenylethyi-chlormethylketon (TPCK) behandelt) bei Raumtemperahjr fUr 4 Stunden inkubiert. 
Anschliefiend wird der pH-Wert auf 3,5 eingestellt die Losung mit 1 mg Trypsin-lnhibitor aus Sojabohne 
(Sigma) und 3 ml 10 % ZnCb versetzt und wieder auf pH 6,8 zurUckgestellt Der entstandene Niederschlag 
wird durch ZentrifugatkMi abgetrennt. Er enthSIt Qberwiegend Mono-Arg-lnsulin, das durch tonenaustauscth 
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Chromatographie an S-Sepharose® (2.5 x 40 cm) in einem Puffer aus 50 mM Milchsaure. 30 % Isopropanol 
(pH 3,5) gereinigt wird. Die Bution erfblgl mittels eines Gradienten von 0.05 - 0,50 M NaCI (je 1 I). Das 
Buat wird durch HPLC analysiert; aus den produkthaltigen Fraktionen f3Ht man das Mono-Arg-lnsulin nach 
1:1-VerdUnnung mit hfeO durch Zusatz von 10 ml 10 % ZnCb pro 1 I und pH-Bnstellung auf 6.8 aus. Die 
5 durch Zentrifugation abgetrennte Fallung wird aus einem Puffer aus 1 g/l Phenol, 10,5 g/1 Citronensaure und 
200 mg/l ZnCl2 be! pH 6 kristallisiert. Man erhSIt nach Gefriertrocknung der mH etwas Wasser gewa&chenen 
Kristalle 390 mg Mono-Arg-lnsulin In Qber 90 % Reinheit. 

BeispielS: 

10 

Hersteliung von Insulin 

a)0 mg Mono-Arg-lnsulin (s. Belspiel 4) werden in 100 ml 0,05 M Tris-HCI (pH 8,5) gelSst. Dann wird 1 
U (ca. 4 HQ) Carboxypeptidase B zugesetzt und die L6sung bei Raumtemperatur schwach gerUhrt. Nach 3 

16 Stunden wird das Humanlnsulin durch Ansauem auf pH 3,5 und Zugabe von 1 ml 10 % ZnCb bei pH 5,5 
kristallisiert. Man erhMIt 200 mg kristallines Insulin mit einer Reinheit von mehr als 85 %. Dieses Material 
wird einer Reinigung durch lonenaustauscher-Chromatographie an einer Saule mit Fraclogel TSK-DEAE-650 
M (2,5 X 40 cm) in 0,1 % ®Lutensol ON 100 (BASF AG; Oxethylat eines linearen, gesatligten Fettalkohols 
von im wesentlichen 12 C-Atomen); 0.05 M Tris-HCI (pH 8,3) unterzogen, wobei die Bution mit einem 

20 Gradienten von 0 - 0,4 M ftoCI (je 1 1) erfolgt Aus den mittels MPLC identifizierten produkthaltigen 
Fraktionen wird das insulin nach Zusatz von 10 ml 10 % ZnCb und 1 ml 10 % Citronensaure bei pH 5,5 
kristallisiert. Nach langsamem RQhren Uber Nacht wird zentrlfugiert und das erhaltene Sediment aus 20 ml 
eines Puffers aus 5 g/l Citronensaure, 125 ml/1 Aceton und 200 mg/l ZnCk bei pH 5,5 umkristallisiert Man 
erhMit 160 mg Insulin mit einer Reinheit von mehr als 95 %. 

25 

Belspiel 6: 

Hersteliung von Insulin aus Mono-Arg-lnsulin durch kombinierten EInsatz von Trypsin und Carboxypeptidase 
B 

30 

5 mg Mono-Arg-lnsulin werden In 20 ml 0.1 M Tris-HCI (pH aO) gelost und auf 30* C erwarmt Es 
werden gleichzeitig 2.5 ul Trypsinlosung (1 U/m\) und 150 ii\ Carboxypeptidase B-L6sung (1 U/ml) 
zugegeben. Nach 3 Stunden wird die L5sung auf pH 3.5 eingestellt und 2.5 ixi Trypsininhibitorl5sung (1 
U/mt) sowie 200 til 10 %lge ZnCb-L&sung zugeget>en. Das Humaninsulin wird durch Einstellen auf pH 63 
ds ausgeiailt. abzentrifugiert und wie in Belspiel 5 kristallisiert. Das kristallislerte Insulin hat eine Reinheit > 95 
%. 

Belspiel 7: Itonstruktion eines Hefe-Expressk)nsvektors 

40 Zunachst wird die DNA-Sequenz (23) (Tabelle 3) nach dem Phosphitverfahren synthetisiert. Diese DNA- 
Sequenz (23) codiert fUr die Aminos§uren 49 bis 80 des MForVorlauferproteins und entspricht im 
wesentlichen der natOrltehen DNArSequenz. 

Die DNA-Sequenz (23) wird zunachst als Sonde zur Isolienjng des Gens fOr den o-Faktor verwendet 
und hierzu mH ^P markiert Mit Hilfe dieoer Sonde wird aus einer genomischen Xgtll-Hefegenbank (wie sie 

45 inzwischen handelsQWich und z. B. bei Qontech Laboratories Inc., 4055 Fabian Way. Palo Alto. CA94303 
erhaltlich sind) isoliert. Dazu werden Xgtll-Phagen. die das orFaktorgen tragen. in einem Plaque-Hybridisie- 
rungsexperiment identffiziert Phagen aus als positiv Mentifizierten Plaques werden isoliert. vermehrt und die 
DNA gewonnen. Diese wird mit EcoRI gespalten und auf einem 0,8 %-igen Agarosegel analysiert Nach 
einem "Southern lransfer"-Experiment wird die Membran gegen die ^P-marWerte DNA-Sequenz (23) 

50 hybridisiert. Phagen-DNA, die ein ca. 1.75 kb-Fragment (24) aufweist, das gegen die DNA-Sequenz (23) 
hybridisiert, wird erneut mit dem Enzym gespalten und das entsprechende Fragment (24) isoliert. Der 
Vektor pUC 19 wird mit EcoRI geSffnet (25) und mit dem 1.75 kb-Fragment (24) mit T4-Ligase umgesetz!. 
Man erhalt den Klonierungsvektor (26). 

Mit dem Ugationsgemisch wird der Stamm E. coli 79/02 transformiert WeiBe Kolonien werden isoliert, 

55 hieraus die Plasmid-DNA gewonnen und Piasmkle (26), die das 1.75 kb-EcoRI-Fragment enthaHen, 
identrfizierL 

Die natUrliche DNA-Sequenz des Vorlauf^roteins fUr MFa enthMIt im Bereich der Aminosguren 8 bis 
10 eine Pstl-Schnittstelle und im Bereteh der AminosMuren 48/49 eine TaqhSchnittstelle. Aus der isolierten 
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Plasmid-DNA (26) wird nun durch Umsetzung mit Pstl und Taql das Fragment (27) isoliert, das fOr die 

Aminosfiuren 9 bis 48 der MFa-VorlMufersequenz codiert. Der Vektor pUCIS wird mit Pstl und Kpni 

ge6ffnet (2S) und mit dem PsthTaql-Fragment (27) sowie mit der synthetischen DNA-Sequenz (23) mit HiHe 

von T4-IJgase umgesetzt Mit dem Ligationsgemisch wird E. coli 79/02 transformiert Das Transformations- 
5 gemisch wird auf IPTG-XgaJ-Ap-Platten ausplattiert. WetBe Kolonien werden isoliert und die Plasmid-DNA 

dieser Klone durch Restrildionsanalyse charakterisiert. Man erhSlt! so den Klonierunosvelctor (29), der fQr die 

Aminosauren 8 bis 80 der MFdrVorlaufersequenz codiert. 

Aus dem Klonierungsvektor (29) wird durdi Umsetzung mit Pstl und Kpnl die genannte codierende 

Sequenz (30) ausgeschn'rtten und in die im folgenden beschriebene Ligierung eingebracht. Hierzu wird der 
10 Klonierungsvektor (26) mit EcoRI und partial mit Pstl umgesetzt und das die Codierungssequenz fUr die 

eisten 8 AminosSuren der MFa-Vorlaufersequenz umfassende Fragment (31) isoliert Weiterhin wird der 

Vektor pUC19 mit EcoRI und Kpnl geoffnet (32) und mit den beiden beschriebenen Fragmenten (30) und 

(31) ligrert, wobei der Klonierungsvektor (33) entsteht Dieser codiert fOr die gesamte VorlSufersequenz des 

MFa bis zur AminosMure 80. 
IS Der Klonierungsvektor (33) wird mit Kpnl und Hindlli geoffnet und das groSe Fragment (34) isoliert. 

Dieses wird mit dem Kpnl-Hindlll-Fragment (35) aus dem Plasmid (11), das fUr das Mini-Proinsulin codiert, 

ligiert Man erhalt so das Plasmid plK20 (36), dessen Struktur durch Restriktionsanalyse bestatigt wird. 
Das Rasmid Yep13 (Broach et al.. Gene 8 (1979) 121) wird mit BamHI geoffnet und die Qberstehenden 

Enden mit Klenow-Polymerase aufgefOllt ^). Die DNA wird mit Ethanol gefailt und mit alkalischer 
20 Rinderphosphatase behandelt. 

Aus dem Klonierungsvektor (36) wird mit Hindlli und EcoRI das fUr das Insulin-Derival und die 

VorlMufersequenz des MFa codierende Fragment ausgeschnitten und die Uberstehenden Enden wie 

tieschrieben aufgefOllt (37). 

Die beiden stumpfendigen DNA-Sequenzen (37) und (38) werden miteinander ligiert, wobei die 
25 Plasmide pafB102 (39) und paf5104 (40) entstehen. DIese beiden Plasmide unterscheiden sich nur in der 

Orientierung des insertierten Fragmentes. 

Nie in der EP-A 0 171 024 beschrieben, kann hinter die insertierte Sequenz ein Terminator eingesetzt 

werden (Figuren 4 bis 6 der EP-A 0 171 024). HierfQr eignen sich die Ncoh und/oder die BamHI- 

Schnittstellen. 

30 Nach Amplrfikatkm der Plasmid-DNA in E. coli MM294 wird das Plasmid pafB102 (39) in die Leucin- 
bedOrftigen Hefestamme Y79 (Gr.trp1-1.leu2-1) (Cantrell et al., Proc. Acad. Natl. Sd. USA 82 (1985) 6250) 
und DM6-6(B/a Ieu2-3.112::ur^+yieu2::lys2+. trpf/trpl- his3-11, 15/his3-11, 15. ura3-/ura3-, Iys2-/lys2", 
arg4-17/arg4'^. ade1~/ade1'*') (Maya Hanna. Dept Mol. Biol. Massactiusetts General Hospital. Boston, USA) 
nach der lilhium-Methode von Ho, H. et al., J. Bacteriol., 153 (1983) 163 transformiert. Kolonien, die auf 

35 selektivem Medium ohne Leucin-Zusatz wachsen konnen, werden isoliert und vereinzelt. Hefe-Minimalmedl- 
um wird mit den einzelnen Kolonien beimpft und 24 Stunden bei 28 'C inkubierL Die Zellen werden 
abzentrifugiert und der Uberstand in einem RIA-Test auf Insulinaktivitat OberprUft Aus Hefeklonen. deren 
Oberstand Insulinaktivit&t zeigt, wird die Plasmid-DNA retsoliert und durch Restriktionsanalyse charakteri- 
siert. Die transformierten HefestSmme werden fUr die folgende Expression eingesetzt. 

40 

Betspiel B: Expression in Hefe 

10 ml Hefevollmedium wird mH Zellen, die aus einer frischen Ubemachtkultur eines nach Beispiel 7 
erhaltenen Stammes aus selektivem Medium entnommen wurden. so beimpft, daB eine optische Dichte 
45 ODsoo = 0,1 erreicht wird. Die Kultur wird 8 Stunden bei 28' C geschOttett worauf 90 ml frisches Medium 
zugesetzt werden. AnschlieBend wird die Kultur fUr weitere 20 Stunden geschOttelt Die Zellen werden 
abzentrifugiert und die Insulinkonzentration im UbeiBtand bestimmt Die Bedingungen findem sk:h fUr 
groBere Fermentation, z. B. kann frisches Medium kontinuierlich zugesetzt werden. 

50 Beispiel 9: Reinigung von Mono-Arg-lnsulin aus HefeOberstand 

Der F^entationsQberstand wird Qber eine AdsorptionssSule mit einem porosen Adsorberharz aus 
einem Copolymer von Styroi und Divinylbenzol (^Diaion HP20) gegeben. Die S^ule wurde zuvor mit einem 
20 - 50 mM Acetatpuffer (pH 5) Squilibriert. Nach Waschen mit Tris-Puffer (pH 8) wird ein Isopropanotgra- 
55 dient (0 - 50 %) mit dem 10-fachen Saulenvolumen angelegt Insulinhaltige Fraktionen werden auf pH 6 
eingestellt, mit ®MATREX CELLUFINE AM (Fa. Amicon) versetzt, gerOhrt und abgenutscht und mit 50 mM 
Acetatpuffer (pH 6) nachgewaschen. Die Waschfraktton und die Hauptfraktk>n werden vereinigt, mit 
MiichsSure auf pH 3,5 eingestellt und Qber eine S-SEPHAROSE-SMule, die mit SO mM MitehsSure (pH 5)/30 



9 



EP 0 347 781 B1 



% Isopropanol aquilibrieil wurde, gegeben. 

Die Qution erfolgt mittels eines 0 - 0,6 M NaCl-Gradienten. Mini-Proinsulin eluiert im Beretch 0^ - 0,3 

M. 

Die proinsulinhaltigen Fraktionen warden auf 1/4 des Volumens eingeengt und Uber eine Saule mit 
5 BiogehPIO (Bio-Rad), aquilibriert in 6 % Essigsaure (pH 2), gegeben. Das insulinhaltige Eluat wird 
lyophilisiert und Uber einen praparativen "reversed phase "-HPLC-Schritl (RP18-Material. 0.1 % TFA, 
Acetonitrilgradient 20 - 40 %) gereinigt. Nach anschliefiender Gefriertrodcnung wird in Tris-Puffer (pH 6,8) 
gel53t und mit 4 Einheiten Trypsin pro Gramm Mono-Arg-Proinsulin bei Raumtemperatur 3 bis 5 Stunden 
Inkublert Der Reaktionsverlauf wird Qber "reversed-phase"-AnaJytik kontroliiert Es zeigt sich. daB nahezu 
10 quantltativ Mono-Arg-lnsulin entsteht. Am Ende der Reaktion wird ein pH-Wert von 3.5 eingestelH und die 
Reaktion durcli Zugabe einer aquivalenten Menge TrypsininhibHor beendet. AnschlieBend wird eine Zink- 
chloridkonzentration von 0,21 gyi und ein phi-Wert von 6,8 eingestellt Man erhalt einen flockigen Nieder- 
schlag, der in Milchsdurepuffer geldst wird. Die Komponenten warden Uber S-SEPIiAROSE-Chromatogra- 
phle voneinander getrennt. Fraktionen, die Mono-Arg-insulin enthaiten, werden vereinigt und mit Wasser im 
16 Verhaltnis 1:1 gemischt. AnschlieBend wird die Losung mit 10 ml 10 % ZnCb pro 1 I versetzt. Bei pH 6,8 
fMllt dann Mono-Arg-lnsulin aus. das dann in (fOr Insulin) bekannter Weise umkristallisiert wird. 

Beispiel 10: Herstellung von Humaninsulln 

20 Das nach Beispiel 9 dargestellte IMono-Arg-lnsulin dient als Ausgangssubstanz fOr die Carboxypeptida- 
se B-SpaKung. Dazu wird das Insulinderivat in Tris-Puffer (pH 8,5) geldst und m'rt 5 Enheiten Carboxypepti- 
dase B pro Gramm Mono-Arg-lnsulin versetzL Unter schwachem RQhren bei Raumtemperatur wird die 
Reaktion Uber 3 Stunden durchgefUhrt. Dann wird wie in Beispiel 9 beschrieben mit ZnCb gefallt. 
Humaninsulin wird dann in bekannter Weise gereinigt (DE-B 2 629 568). 

25 
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Tabelle 1: Genfragnent IK I (2) 

6 

Phe 

10 20 30 40 

• • • • 

10 < 2 

CT TTG GAC AAG AGA TIC GIT AAC CAA CAC TTG TGT GGI TCT CAC 
CAT GGA AAC CTG TTC TCT AAG CAA TTG CTT GTG AAC ACA CCA AGA GIG 

< 1 > 

" (Kpnl) Hpal 



25 



20 

50 60 70 80 90 

• • • • • 

< 4 

TTG GTG GAA GCG TTG TAG TTG GTT TGT GGT GAG CGT GGT TTC TTC 
AAC CAC CTT CGC AAC ATG AAC CAA ACA CCA CTC GCA CCA AAC AAG 

^ < 3 

b30 

Thr Arg Lys Cly Ser Leu 
3S 100 110 120 



^ > 

TAC ACT CCA AAG ACG CGT AAG GGT TCT CTG CA 
ATG TGA GGT TTC TGC GCA TTC CCA AGA G 

> 

HluZ (PatX) 



40 



45 



60 



55 
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label le 2: Genfragment IK II (5) 
Gin Lys Arg Gly 



130 140 150 160 



10 



< 6 

C AAG CGT GOT ATC OTT GAA CAA TGT IGT ACT ACT ATC TGT TCT 
AC GTC TTC GCA CCA TAG CAA CTT GTT ACA ACA TCA TCA TAG ACA AGA 

< 5 

(PBtl) Spel . 



a21 

^ A0n 

170 180 190 200 210 

* « ■ ■ • 

> 

^ TTG TAC CAG CTG GAA AAC TAC TGT AAC TGA TAG TCG AOC CAT GGA 

AAC ATG GTC GAC CTT TTG ATG ACA TTG ACT ATC AGC TGG GTA CCT TCG A 

> 

(HindlXi: 

30 



40 



45 



60 
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Tabelle 3: DNA-Sequenz (23) 

50 55 
5* C GAT GTT GCT OTT TTG CCA TTC TCC 
3' TA CAA CGA CAA AAC GGT AAG ACC 

(Tagi) 

60 65 
AAC AGT ACT AAT AAC GGT TTA TTG TTC 
TTG TCA TGA TTA TTG CCA AAT AAC AAG 

70 

ATT AAT ACT ACT ATT OCT AGC ATT GCT 
TAA TTA TGA TGA TAA CGA TCG TAA CGA 

75 80 
GCT AAA GAA GAA GGG GTA C 3' 
CGA TTT CTT CTT CCC 5* 

(Kpnl) 

PatentansprUche 

Patentanspillcha flUr folgende Vertragsslaatan : AT, BE, CH, DEp FR, GBp IT, U, LUp NL, SE 

1. Verbindung der Formel I 
B(1-30)-Arg-A(1-21) (I), 

in der B(1-30) und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten. 

Z Verbindung der Formel 1 zur Verwendung als Heilmittel, insbesondere zur Behandlung des Diabetes 
mellitus. 

a Arzneiinitlel, enthaltend die Verbindung der Formel I. 

4. Arzneimittel aus einem pharmakologisch unbedenMichen TrSger und der Verbindung der Formel I. 
6. Verwendung der Verbindung der Formel I zur Henstellung der Verbindung der Fdrmet 11 



S - S 
I I 
A(l - 21) 
I t 

S S (II), 
II 

s s 

B(l - 30) - Arg 
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in der A(1-21} und B(1-30) die in Anspruch 1 genannte Bedeutung haben und die -S-S-BrQcken wie im 
Insulin angeordnet sind, Oder von Insulin, vorzugsweise in einer Bntopfreaktion, worin die Spaltung des 
Minl-Proinsuiins der Fbrmel (I) unter leicht sauren Bedingungen (pH = 6,8) durch gefUhrt wird. 

5 6. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Forme! I. dadurch gekennzeichnet, daB man eine fUr 
diese Verbindung codierende Genstruktur in einer Wirtszelle, vorzugsweise in einem Bakterium Oder in 
einer Hefe, exprimiert und, falls die Genstruktur fUr ein Fuskmsprotein codiert, aus dem erhaltenen 
Fusionsprotein die Verbindung der Formel I freisetzt. 



10 7. DNA. codierend fUr die Verbindungen der Formel t. 



& Genstruktur Oder Plasmid, enthaHend die DNA nach Anspruch 7. 



9, Wirtszelle. vorzugsweise ein Bakterium oder eine Hefe, enthattend die Genstruktur Oder ein Plasmid 
IS nach Anspruch 8. 

10l Fusionsprotein, enthaltend die Verbindung der Formel I, vorzugsweise Uber ein BrUckenglied 

- Met - He - Glu - Gly - Arg - 

20 

an den "Ballastanteil" des Fusionsproteins gebunden. 



PatentanspiUche lUr folgenden Vertragsstaat : ES 



25 1. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel I 



B<1-30)-Arg-A(1-21) (I), 

in der B(1-30} und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten. dadurch gekennzeichnet. 
30 daB man eine fUr diese Verbindung codierende Genstruktur in einer Wirtszelle, vorzugsweise in einem 
Bakterium Oder in einer Hefe, exprimiert und, falls die Genstruktur fOr ein Fusionsprotein codiert, aus 
dem erhaltenen Fustonsprotein die Verbindung der Formel I freisetzt. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Proteins der Formel I gemSB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
35 man ein nach Anspruch 1 erhSltliches Fusionsprotein enzymatisch spaltet und das Protein der Fonmei I 
isoliert. 

3b Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel II 



40 



45 



f ■ ? 

A{1 - ^1) 

s s (ID. 
B{1 - 30) - Arg 



in der A(1-21) und B(l-30) die vorstehend genannten Bedeutungen haben und die -S-S-BrQcken wie im 
60 Insulin angeordnet sind, dadurch geicennzeichnet. daS man das nach Anspruch 1 oder 2 erhSHIiche 
Protein enzymatisch. unter tekM sauren Bedingungen (pH = 6.8), vorzugsweise mit Trypsin, spaltet. 

4. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin. dadurch gekennzeichnet, daB man das nach Anspruch 1 
Oder 2 erhSltiiches Protein mit Trypsin oder einem analog wirkenden Enzym und mit Carbaxypeptidase 
55 B Oder einem analog wirkenden Enzym in einer Bntopfreaktion unter leicht sauren Bedingungen (pH = 
6.8), spaltet. 
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5. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin. dadurch gekennzeichnei. daB man nach Anspruch 1 ein 
Fusionsprotein herstellt dieses spaltet. das Protein der Fbrmel I isolieil, daraus enzymatisch die 
Verblndung der Formel II herstellt und aus dieser, entweder nach Zwischenisolieruno Oder vorzugswei- 
se dIreM, unter leicht sauren Bedingungen (pH = 6,8), das C-terminale Arginin abspattet 

6. Verfahren nach Anspruch 1 odor 2. dadurch gelwnnzeichnet. daS In dem Fusionsprotein das Protein 
der Formel I an den Ballastanteil Qber ein BrQckenglied der Formel 



-Met-lle-Glu-Gly-Arg- 



gebunden ist 

PatentansprUche fUr foigenden Vertragsstaat : GR 



1. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel i 



B(1-30hArg-A(l-21) (I). 

in der B(1-30) und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten, dadurch gekennzeichnel. 
daB man eine fUr diese Verbindung codierende Genetniktur in einer Wirtezelle, vorzugsweise in einem 
Bakterium Oder in einer Hefe, exprimiert und, falls die Genslruktur fOr ein Fusionsprotein codiert, aus 
dem erhaHenen Fusionsprotein die Verbindung der Fomiel I freisetzt. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Proteins der Formel I gemSU Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
man ein nach Anspruch 1 erhaWiches Fusionsprotein enzymatisch spaltet und das Protein der Formel I 
isollert. 

3, Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel II 

S - S 
I I 
A{1 - 21) 

S S (II). 
I I 

? f 

B(l - 30) • Arg 



in der A(1-21) und B(1-30) die vorstehend genannten Bedeutungen haben und die -S-S-BrQcken wie im 
Insulin angeordnet sind. dadurch gekennzeichnet. daS man das nach Anspruch 1 Oder 2 erhSIUiche 
Protein enzymatisch, unter lefeht sauren Bedingungen (pH = 6,8). vorzugsweise mit Trypsin, spaltet. 

4. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin, dadurch gekennzeichnet. daB man das nach Anspruch 1 
Oder 2 erhSltiiches Protein mit Trypsin Oder eInem analog wirkenden Enzym und mit Carboxypeplidase 
B Oder einem analog wirkenden Ehzym in einer Bnlopfreaktion unter leicht sauren Bedingungen {pH = 
63). spaltet. 

5. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin, dadurch gekennzeichnel, daB man nach Anspruch 1 ein 
Fusionsprotein herstellt dieses spaltet. das Protein der Formel I isoliert. daiBus enzymatisch die 
Verbindung der Formel II herstellt und aus dieser, entweder nach Zwischenisolienjng Oder vorzugswei- 
se direW. unter leicht sauren Bedingungen (pH = 6.8). das C-terminale Arginin abspalteL 

6. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet daB in dem Fusionsprotein das Pvotein 
der Formel 1 an den Ballastanteil Qber ein BrQckenglied der Formel 

-Met-lle-Glu-Qly-Arg- 

gebunden ist 
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7- DNA. codieiend fOr die Verbindungen der Forme! I. 

& Genstruktur Oder Plasmid. enthaHend die DNA nach Anspruch 7. 

9. Wirlszelle. vorzugsweise ein Bakterium Oder eine Hefe. enthaltend die Genstruktur Oder ein Plasmid 
nach Anspruch 8. 

10. Fuslonsprotein, enthaltend die Verbindung der Formel I, vorzugsweise Uber ein BrUckenglled 
- Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

an den Ballastanteil des Fusionsproteins gebunden. 
Claims 

aalms for the following ContiacUng States : ATp BE* CH, DE, FR* GB, ITp U LU, NU SE 

1. The compound of the formula I 
B(1-30)-Arg-A{1-21) (1), 

in which B(1-30) and A(1-21) denote the B and A chain of human insulin. 

2. The compound of the formula I for use as a pharmaceutfcal. in particular for the treatment of dial)etes 
mellitus. 

3. A pharmaceutical containing the compound of the formula I. 

4. A pharmaceutical composed of a pharmacologically acceptable excipient and the compound of the 
formula 1. 

5. The use of the compound of the formula I for the preparation of the compound of the formula II 

S - S 

1 I , 
A(l - 21) 

s S (IX) , 

I ! 
s s 

I I , 

B(l - 30) - Arg 

in which A(1-21) and B(1-30) have the meaning mentioned in claim 1 and the -S-S- bridges are 
arranged as in insulin, or of insulin, preferably in a one-pot reactton, in which the cleavage of the mini- 
proinsulin of the formula (I) is carried out under slightly acWic conditions (pH = 6.8). 

6. A process for the preparation of the compound of the formula I, which comprises expressing a gene 
structure coding for this compound in a host cell, preferably in a t)acterium or in a yeast and, if the 
gene structure codes for a fusion protein, liberating the compound of the formula I from the fusion 
protein obtained. 

7. A DI4A. coding for the compound of the formula I. 

& A gene structure or plasmid containing the DMA as claimed in claim 7. 

9. A host cell, preferably a bacterium or a yeast, containing the gene structure or a plasmW as claimed in 
claim 8. 
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10l a fusion protein containing the compound of the formula I. preferably bonded via a bridging member 

- lyflet - lie - Glu - Gly - Arg - 

to the "ballast component" of the fusion protein. 
Ctalms Itor the following Contracting State : ES 

1. A process ft»r the preparation of the compound of the formula I 

B(1-30)-Arg-A(1-21) (I). 

in which B(1-30) and A(1-21) denote the B and A chain of human insulin, which comprises expressing a 
aene structure coding for this compound in a host cell, preferably in a bacterium or in a ye^ md. if 
ttie gene structure codes for a fusion protein, liberating the compound of the formula I from the fusion 
protein obtained. 

2. The process for the preparation of a protein of the formula I as claimed in claim 1. wherein aftision 
prot^ obtainable as in claim 1 is cleaved enzymatically and the protein of the tormula I » isolated. 

3. A process ibr the preparation of the compound Of the formula II 

S - S 

I 1 
A(l - 21) 

I 1 

s s 

1 I 

B(l - 30) - Arg 

in which A{1-21) and B(1-30) have the abovementioned meanings and the -S-S- bridges are ananged 
as in insulin, which comprises cleaving the protein obtainabte as in daim 1 or 2 enzymatically under 
slightly acidic conditions (pH = 6.8). preferably using trypsin. 

A. A process for the preparation of human insulin, which comprises cleaving the protein obtainable as in 
d^m 1 or 2 wHh trypsin or an analogously acting enzyme and with carboxypeptidase B or an 
analogously acting enzyme in a om^ reacfion under slightly acidic conditions (pH - 6.8). 

6. A process for the preparation of human insulin, which comprises preparing a fusion f'^^j^"' 
1 deaving it, isolating the protein of the formula I, preparing the compound of the formula II therefrom 
eiizymalically and removing the C-tenninal arginine from this, either after intermediate isolation or 
preferably directly, under slighUy acidic conditions <pH = 8.8). 

6. The process as claimed in daim 1 or 2. wherein, in the fusion protein, the protein of the formula 1 is 
bonded via a bridging member of the formula 

- Met - Ite - Glu - Gly - Arg - 

to the ballast component 

Claims tor the following Oontaraeting Stale : GR 

1. A process tor the preparation of the compound of the formula I 

B(1-30)-Arg-A(1-21) (I). 
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in whirh W1-30) and A(1-21) denote the B and A chain of human insulin, which comprises expressinfl a 
6 protein olvteuned. 

z The orocess for the preparation of a protein of the formula I as claimed in clam 1. ^^^^^n^J^ 
JLTo^nSe » ?n Im 1 is cleaved enzymatically and the protein of the formula I « related. 

10 3. A process for the preparation of the compound of the fomiula II 

8 - S 

I I 



IS 



30 



i 



(ZD. 

B(i - 30) - Arg 



8 8 

I I 

8 S 

I 1 



25 



SO 



3S 



- *.VK AM 9n And R(l-3m have the abovementioned meanings and the -S-S- bridges are arranged 
slightly acidic conditions (pH = 6£), preferably using trypsin. 

4 A process for the preparation of human insulin, which comprises cleaving the P^^^ff"^ '"^ 
STTor 2 withlypsin or an analogously acting enzyme and w,th carbo^eptds«e B or an 
«:ting e^Jme in a oneiKrt reaction under sliglMly acidic condrtwns (pH = 6.8). 

B. A omcess tor the preparation of human insulin, which comprises preparing a " P«^" fV;^"™ 
t SgT SSfte protein of tr» fom,ula I. preparing the compound of *efon^^ ll*e«from 
^Tremoving the C-temiinal arginine from this, either alter .ntermed,alB «olat.on or 
preferably direcUy. under slightly acidic conditions (pH = 6-8). 

6. The process as claimed in claim 1 or 2. wherein, in the fusion pretein. the protein of the formula I is 
bonded via a bridging member of the formula 

(0 -Met-lte-Glu-Gly-Arg- 

to the ballast component 

7. A DNA coding for the compound of the formula I. 

* & A gene stnjcture or plasmid containing the DMA as claimed in daim 7. 

9. A host cell, preferably a bacterium or a yeast, com^ning the gene structure or a plasmid as claimed in 
Claim 8. 

" 10. A fusion protein conteining the compound of the fomiula 1. preferably bonded via a bridging member 

-Met-lle-Qlu-Giy-Aig- 
55 to the ballast component of the fusion protein. 
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^M^s pour lea Elats eontoactanti sulvant. : AT, BE. CH. DE. FR. QB. IT. U LU. NU SE 

1. Compost de fomnule I 

5 

B(1-30)-Ar9-A-<1-21) (1) 

dans laquelle B(1-30) et A(1-21) represented les chalhes B et A de Tinsuline humalne. 

« 2. Compose de formule I utiliser comme agent therapeutique. en particulier. pour le traitement du 
diabete sucre. 

3L Medicament contenant le compost de formule 1. 

ts 4- Medicament conslitudd'unv«hiculephamiacd 

B- Utilisation du compose de formule I pour prSparer le compost de fomiule II 



20 



s 


- S 


I 

A(l 


1 

- 21) 


1 


I 


S 


- S 


1 


1 


s 


- s 


1 

B(l 


1 

- 30) 



(II) 



dam laquelle A(1-21) et B(1-30) ont la aignHicalion donnSe dans la revendicalion 1 et tea ports -S-S 

sont disposes comme dans I'lnsuline, , , ^ i. «s„i.»n:ne.iiinA da 

ou I'insiine. de prftfrence. dans une inaction k un seul r^acteur. le clivage de la m.nH)K).nsul.ne de 
formule I «tant eltectu^e dans des conditions de Idgftre acidit^ (pH = 6.8). 

a. Procddd oour prfparer le compose de formule I. caraclirisd en ce que I'on exprime une stru^w 
" ^^^u^Zaa^r ce com^ da«. une ce.lule*3.e. de ^'^-^'^"1^:::: ^ 
une l«u«». et. dans le cas oO la sinicluie g^ndlique code pour une proldine de fus»n. on libere le 
compost de ftmnule I de la proline de fusion obtenue. 

7. ADN codani pour les compoe^s de fbrmule I. 

8. Structure g6n«tiqueouplasmideconlenartrADNselon la levendication 7. 

9. Cellule^l6te. de preference, une baclerle ou une levure. contenant la structure gfinAique ou un 
plasmide selon la revendicalion 8. 

10. Prol6^ de fusion contenant le composfi de fbrmule I. de prfifSrence. l\6 par llntermediaire d'un 
60 element de pont 

- Mel - lie - Glu - Gly - Arg - 

h. la "partie de ballast" de la prol^ine de fusion. 
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RevandtoaUons pour ITM contraetant sulvant : ES 

1. Proc6d6 pour preparer le compost de lormule I 
B{1-30)-Ajg-M1-21) (I) 

dans laquelle B<1-30) et A(1-21) reprfisentent les chalhes B el A de I'insuline h«"naine^caiM^rte6 en 
ce quTron exprime une slructure g^nftique codanl pour ce composfi dans ""^ 
pi^ience. dans une bacl6rie ou dans une levure, et dans le cas oO la stnjcture g6n6t«iue code pour 
une proteins de fusion, on iibfere le compost de formule I de la protfilne de fusion obtenue. 

2. Proc^d^ pour pi^parer une p«>t6ine de formule I selon la revendicalion 1. caiBCl6ria6 en cejvieVon 
dive, par vole enzymalique. une prot^ine de fusion qu'il est possible d'obtenir selon la revendeabon 1 
et on isole la pratdine de formule I. 

a Precede pour preparer le compost de formule n 



s - 


S 


1 


1 




21) 
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1 


s - 


S 


1 


1 


s - 


s 


1 


1 


B(l - 


30) - Arg 



dans laquelle A(1-21) et B(1-30) ont la signification pr^c^demment tMe et les ponts -S-S wnt dispo^ 
comme dans linsuiine. caractiris^ en ce que Ton dive . par vole enzymaSque. te qu ^ 

possible d'obtenir selon la revendicalion 1 ou 2. dans des conditions de l^re acidild (pH - de 
pr^f^rence, avec de la trypsins. 

4. Proc6d6 pour preparer de I'insuiine humaine. carad6ris6 en ce que Pon dive une prol6ine qu'il ert 
possible d'obtenir selon la revendicalion 1 ou 2. avec de la trypsine. ou * 
nwtifeie analogue, el avec de la carboxypeptidase B. ou une enzyme agissant de manidid analogue, 
dans une r^acfion Ji un seul r^acteur. dans des conditions de l^re acidHd (pH = 6^. 

5. Proc«d6 pour preparer de I'insuiine humaine. carad^ris* en ce qu'on prSpaie une protSine de ftision 
selon la revendBcation 1. on la dive . on isole la pfot6ine de ft)miule I k partir de laquelle on prepare, 
par vole enzymalique. le compose de ftarmule II duquel on separe ''a'a'™"^ ^^TS',;^ _ 
Element intemifidiaire ou. de priiarence. diredement. dans des conditions de I6g&re acidrtd (pH - 

63)- 

e. Proc6d6 selon la revendicalion 1 ou 2. carad^ris^ en ce que. dans la prol^ine de fusion, la prolfiine de 
fwmule I est Me & la partie de ballast par rinterm^iaire d'un Pigment de port de formule 

-Met-lle-Glu-Gly-Arg-. 
RevwidlcaHons pour I'Elat contraetant sulvant : QR 

1. Proc^dd pour preparer le compost de formule I 
B(1-30)-Arg-A-(1-21) (I) 

dans laquelle B(1-30) et A(1-21) reprisentent les chalhes B et A de I'insuiine humaine. caractfirisd en 
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C8 que l-on exprime une structure qin66que codant pour ce composS dans une oellule-hote. de 
pr^^rence. dans une bacl^rie ou dans une levuie. et. dans le cas oO la structure g6n6tique code pour 
une proteine de fusion, on libfere le composS de lormule I de la proteine de fusion oWenue. 

2. Proc^di pour preparer une proteine de formule I selon la revendication 1. caract6ri86 en w que Ton 
dive par voie enzymatique. une proteine de fusion qu'il est possible d'obwnir selon la revendicatron 1 
et on iscle la proteine de fbrmule I. 

3. Proc^dd pour pnSparar le compos6 de formule II 
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1 


s - 
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s - 
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B(l - 


1 

30) - Arg 



(11) 



25 



30 



as 



dans laquelle A(1-21) el B(1-30) oftt la signification pr6c6demment cit6e et les ponts -S-S sont dispos^ 
comme dans I'Insuline. caiacl6ris6 en ce que dive par voie enzymatique. la prol^ine qu'il est p(»s.bte 
d'obtenlf selon la revendication 1 ou 2. dans des conditions de Idg&ie acidHd (pH = 6.8). de 
pidfSrence. avec de la trypsine. 

Proc6d6 pour preparer de I'insuline humaine. caract^ris6 en ce que I'on dive une prol6lne qu'il est 
possible d'obtenir selon la revendication 1 ou 2. avec de la trypsine. ou une enzyme agissarrt de 
mani^re analogue, et avec de la carboxypeptidase B. ou une enzyme agissant de maniere analogue, 
dans une traction Si un seul r^adeur, dans des conditions de l^re acidilS (pH = 6.8). 

Procddtf pour prfipaier de nnsuline humaine. carad^rls^ en ce qu'on prepare une protfiine de fusion 
selon la revendication 1. on la dive, on isole la proteine de formule I k partir de toquelle on prepare, 
par voie enzymatique. le compos* de ftormule II duquel on s^pare I'arginine 0^ermlnale. aprSs 
isolement iniermSdiaire ou. de prSl&enoe. diiedement. dans des conditions de l^re acidiis (pH = 

BJB). 

40 & Proc^d^ selon la revendication 1 ou 2. caractfirisS en ce que. dans la protfiine de fusion, la proteine de 
fbrmule 1 est liee 2i la -partie de ballast" par llntermidiaire d'un MimM de pent de formule 

- Met - lie - Glu - Gly - Arg - . 
4S 7. ADN codant pour les composes de formule I. 

a SinjctuiegfinfitiqueouplasmidecontenartrADN selon la revendication 7. 

9. Cellule*8te. de prftfrence. une badfirie ou une levure. oootenant la structure Q6n6tlque ou un 
60 plasmide selon la revendication 8. 

m Prol6ine de fusion conlenant le compos* de fbrmule I. de prSlSrence. li* par I'intemjediaiie d'un 
4\6ment de pent 

55 - Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

k la 'partie de ballast' de la proteine de fusion. 
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